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Agentes de controle bioldgico aplicados
no substrato promovem protecao
equivalente a pulverizacao de copa
contra o mildio, em casa de vegetacao’

Introducao

A cultura da videira (Vitis spp.) possui reconhecidamente um grande valor
econdmico no mundo inteiro, por causa da enorme aceitagdo dos produtos
derivados da uva, principalmente o vinho. No entanto, varios fatores podem
comprometer o desenvolvimento da planta em condi¢cdes agronémicas, sen-
do o ataque de patégenos um dos mais impactantes. A principal doenga da
cultura & o mildio (downy mildew), causado pelo oomiceto Plasmopara viti-
cola (Gessler et al., 2011).

Especificamente na cultura da videira, o mildio pode causar perdas de 100%
quando ndo sao adotadas medidas de controle. O pseudofungo oomiceto
ataca diversos tecidos da planta e, como consequéncia desse processo de
parasitismo, ocorrem lesdes foliares conhecidas como manchas de éleo,
secamento de inflorescéncias, bagas e brotacdes. Perdas indiretas também
ocorrem, ja que, devido ao desfolhamento precoce, ha desperdicio de reser-
vas pela redugao das taxas fotossintéticas e o consequente enfraquecimento
da planta (Cavalcanti, 2014). P. viticola € um parasita obrigatério (s6 vive a
custa de um hospedeiro), sendo considerado um microrganismo biotréfico
que necessita de tecidos verdes de videira para efetivar o seu ciclo reprodu-
tivo (Gessler et al., 2011; Cavalcanti et al., 2019).

Na viticultura convencional, as principais estratégias de controle da doen-
¢a sao baseadas em calendarios de pulverizagdo de substancias quimicas.
Geralmente, uma diversidade de moléculas € adotada em um esquema de
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controle quimico para garantir maior eficiéncia por alternancia entre prote-
tores e sistémicos, bem como realizar um manejo de resisténcia (Rosa et
al., 2008). Contudo, tais moléculas podem causar riscos ao ambiente e a
saude humana, principalmente quando aplicadas inadequadamente. Alias, a
alta suscetibilidade da planta de videira a doenga, as condigbes ambientais
favoraveis ao desenvolvimento de patégenos, além do manejo inadequado
da cultura, fazem com que o cultivo da videira sé se viabilize com a aplicacéo
de fungicidas, aumentando os custos de produgéo, os riscos de intoxicacao
dos trabalhadores e de contaminacdo do ambiente (Silveira et al., 2015).

Na viticultura orgénica, o controle de P. viticola se baseia em aplica¢des de
produtos com cobre (Cavalcanti et al., 2019). Na regidao da Serra Gaucha sua
utilizacao é parte fundamental dos tratos fitossanitarios, sob forma de calda
bordalesa. Contudo, o uso sistematico deste produto em altas concentracées
e altos volumes de aplicacao, repetido por diversas vezes ao ano, pode cau-
sar o acumulo de cobre no solo, afetando a composi¢do quimica dos solos
(Fioravanco et al., 2015). O excesso do cobre no solo pode causar toxidez
na videira. Os sintomas de toxidez aparecem, em geral, ao se reinstalar um
vinhedo em solo onde tenha sido arrancado um vinhedo velho. O excesso de
cobre provoca uma redugdo no crescimento da planta, atingindo em maior
grau o sistema radicular que tem seu desenvolvimento muito reduzido. O
cobre se acumula nas raizes e ndo migra para as partes aéreas, sendo, por-
tanto, dificil diagnosticar seu excesso por analise foliar (Giovannini, 1997).
Segundo Vecchione et al., (2007), a redugao do uso do cobre pode ser alcan-
cada pelo uso de alternativas como agentes de controle bioldgico (Biologial
Control Agents, BCA), produtos naturais ou formula¢des que permitem dosa-
gens mais baixas de cobre, mantendo uma eficacia adequada contra a doen-
ca. Por esta razdo, tem potencial uma abordagem para controlar P. viticola
que possa interferir no desenvolvimento do patégeno em diferentes fases do
seu ciclo de vida.

Novas alternativas para o controle de mildio sdo cada vez mais importantes,
pois o patégeno, biotréfico, infecta todas as partes verdes da planta e se de-
senvolve rapidamente em locais com condi¢des climaticas quentes e umidas
durante toda a estacdo de crescimento. Microorganismos BCA s&o fungos,
leveduras e bactérias que, além de sua atividade antagbnica, também po-
dem ser capazes de induzir o crescimento de plantas controlando patégenos
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menos agressivos (Vecchione et al., 2007). Varios outros microrganismos,
isolados de rizosfera ou superficies de uva também foram selecionados como
BCA nas ultimas décadas para o controle em P. viticola, como Bacillus sub-
tilis KS1, Lysobacter capsici AZ78, Trichoderma harzianum T39 e Fusarium
proliferatum G6. (Zhang et al., 2017; Cavalcanti et al., 2020). Embora Bacillus
spp. tenham sido relatados como os endofiticos bacterianos mais frequente-
mente isolados de videiras, seus mecanismos de controle das doengas da
videira tém sido raramente estudados (Zhang et al., 2017).

Como busca por alternativas ao controle quimico do mildio da videira e para
melhor compreensao de seus mecanismos biolégicos, o objetivo deste tra-
balho foi avaliar o desempenho de duas cepas de Bacillus spp., recomen-
daveis a viticultura organica, administrados em videira ‘Cabernet Sauvignon’
por duas vias, em casa de vegetacao: i) por pulverizagdo na copa e ii) por
derramamento de suspenséo celular do BCA no substrato.

Adicionalmente, fez parte do presente estudo um ensaio in vitro para avalia-
¢ao direta das suspensbes baseadas em Bacillus, no controle do mildio.

O desempenho de produtos baseados em BCA na protegéo das plantas con-
tra doengas, quando inoculados em substrato, foi investigado a luz da hip6-
tese de que tais compostos, quando percebidos pelo sistema radicular, po-
deriam ativar um mecanismo inato de protegao sistémico capaz de dificultar
a penetracao de patégenos e a eficiéncia dos seus mecanismos de ataque
sobre tecidos foliares.

Material e Métodos

Ensaio experimental

O ensaio experimental foi realizado em casa de vegetagdo da Embrapa Uva
e Vinho, em Bento Gongalves/RS, entre janeiro e margo de 2019. As plantas
utilizadas no experimento foram da cultivar Cabernet Sauvignon, com idade
de um ano. As plantas foram cultivadas em vasos de um litro, contendo areia,
vermiculita e solo peneirado nas proporgdes 2:1:1. Para obtencao de folhas
a serem inoculadas e tratadas, foi efetuada a poda das plantas provenientes
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de populagéo clonal, sendo utilizadas rebrotas de 40 dias. Para o ensaio
experimental foram utilizados os seguintes tratamentos?, obtidos de produtos
comerciais adquiridos em dez/2018:

a) Plantas sem qualquer tratamento (controle negativo);

b) Bacillus subtilis (2 mL/L), pulverizado na copa;

c¢) Bacillus subtilis (1 mL/L), pulverizado na copa;

d) Bacillus subtilis (2 mL/L), vertido no substrato;

e) Bacillus subtilis “concentrado™ (125 mL/L), vertido no substrato;

f) Bacillus amyloliquefaciens, cepa D-747 (granulado dispersivel), na concen-
tracao de 2,5 g/L, pulverizado na copa;

g) Bacillus amyloliquefaciens cepa D-747 (granulado dispersivel), na concen-
tracao de 5,0 g/L, pulverizado no substrato;

h) Calda bordalesa a 0,5% (CB0505) como controle positivo (Ctrl+) na dilui-
¢éo “a meia forga” 0,5:0,5, ou seja, 5 g de CuSO, e 5 g de CaO em 1 L de
agua, pulverizado na copa.

O experimento foi conduzido mediante delineamento em blocos casualizados
(DBC), com trés blocos contendo uma repetigdo de cada tratamento por blo-
co. Cada bloco foi individualizado por uma gaiola com estrutura de madeira,
envolvido por plastico translucido. Cada parcela experimental (uma repetigéo)
foi constituida de quatro plantas, com os vasos dispostos contiguamente. A
distancia entre as parcelas internas a cada bloco foi de 30 cm, sem bordadu-
ra. A alta umidade relativa (90-100% UR) do ar foi garantida por umidificado-
res ultrassoénicos no interior da gaiola ligados 24 horas/dia.

Todos os tratamentos foram aplicados em um mesmo momento seguindo
um mesmo calendario, em intervalos de quatro dias intercalados a inocu-

2 a presente publicacdo € complementar a Cavalcanti et al. (2020). Tratam-se dos mesmos
produtos bioldgicos, ministrados aqui no substrato ou na copa.

3 o mesmo produto comercial (liquido) de B. subtilis (CCN3) foi usado para as trés diluigbes
citadas neste trabalho: tratamentos e), d) e c) usaram, respectivamente 125, 2 e 1 mL de
produto comercial por litro de agua.
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lagbes do patdgeno. Em todo o intervalo experimental, foram feitas quatro
aplicagbes de tratamentos e trés inoculagées do patégeno (descrito adiante).
A aplicagao das suspensdes bioldgicas foi feita por pulverizagdo em copa até
o ponto de escorrimento foliar, seguindo as concentracdes de estudo. Plantas
de diferentes tratamentos foram protegidas, para as pulverizagdes, por meio
de anteparos de papeldo ajustados para impedir a deriva. Uma das aplica-
¢cOes de tratamento foi realizada trés dias antes da inoculagéo do patdégeno e
do inicio do progresso de doenga.

Para a inoculacdo dos BCAs no substrato, um volume fixo de 250 mL do
composto foi vertido (derramado) cuidadosamente em torno do colo de cada
planta de cada parcela experimental, sobre o substrato, obedecendo-se as
concentragdes de estudo.

Para a inoculagao do patégeno, folhas de videiras infectadas, apresentando
alta densidade de pulveruléncias frescas de P. viticola, foram coletadas em
vinhedo ‘Isabel’ interno a Embrapa Uva e Vinho e armazenadas em camara
umida por dois dias, em condigbes ambiente (24 + 1 °C, 12 h fotoperiodo).
Em seguida, com a ajuda de um pincel e agua ultrapura, foi efetuada uma
raspagem na parte inferior do limbo das folhas infectadas para ressuspensao
dos esporangios e obtencdo de uma suspensao com um volume final de 10°
esporangios/mL. A inoculagéo se deu por pulverizagdo da suspensao sobre
as folhas sadias das parcelas experimentais com atomizador manual, miran-
do principalmente a parte inferior das folhas, até o ponto de escorrimento.
Este processo foi repetido a cada dois dias até a observagao de sintomas e o
inicio de progresso de doenga na copa das plantas.

O experimento em casa de vegetagdo foi avaliado por uma metodologia de
inspegao visual. Por esse procedimento, os niveis de severidade dos sinto-
mas foliares do mildio foram convertidos em uma escala de notas por um ava-
liador humano com acuidade visual treinada e validada pelo software Rocket
v 1.0 (Ampese et al., 2017). Uma escala gréafica (Azevedo, 1998) foi, entéo,
dividida em cinco classes de doencga (notas 0 a 4) como referéncia para co-
brir 0-100% de severidade da doencga. As avaliagdes foram organizadas e as
notas foram convertidas em um indice percentual de doenga (ID%) seguida
de transformacao angular w = arcsen(ID"?), conforme metodologia de quan-
tificagdo de doenca (Czermainski, 1999). Sobre o valor w formam realizados
testes de normalidade por Shapiro-Wilk, ANOVA e inferéncia por Tukey a 5%
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de probabilidade. Areas Abaixo da Curva de Progresso de Doenca (AACPD)
foram calculadas de acordo com Campbell e Madden (1990). Percentagens
de protecao (%) foram definidas como sendo a AACPD do tratamento testado
sobre a AACPD do Ctrl-.

Ensaio in vitro: viabilidade de
esporangios expostos aos BCAs

Por meio deste ensaio, foram investigadas a viabilidade de esporangio de P.
viticola e sua capacidade de langcamento de zodsporos apds exposi¢ao aos
agentes de controle bioldgico. A mesma suspensao de esporangios pulveri-
zada nas folhas (10° esp./mL) foi utilizada também neste ensaio. Aliquotas
dessa suspenséao foram transferidas para laminas escavadas de vidro e ex-
postas aos produtos em estudo. As laminas foram incubadas por 15 h em
caixa tipo Gerbox em incubadora BOD regulada para 25 °C, no escuro. Apés
a incubagao, foram realizadas caracterizagbes dos esporangios e contagens
diretas nas laminas escavadas, por meio de microscépio 6ptico com aumento
de 400x. As contagens dos esporangios foram computadas como uma varia-
¢éo (A) entre esporangios cheios (C), inativados pelo tratamento, menos os
vazios (V), ativos no langcamento de zodsporos. Assim: [A = C — V]. Acavidade
da lamina escavada foi dividida em quatro quadrantes e os esporangios fo-
ram considerados totalizando n = 100 esporangios, 25 para cada quadrante.
Controles negativos (Ctrl-) foram considerados como esporangios expostos
a agua destilada.

A atividade de zo6sporos a 15 horas apds tratamento (HAT) foi definida como:
i) “altissima atividade”, zoésporos nadando agitadamente no meio de imerséo
- ao nivel do controle negativo (Ctrl-); ii) “alta atividade”, todos os zodsporos
nadando de modo lento, e iii) “baixa atividade”, zodsporos se mexendo sem
deslocamento, ou imoveis.

Analise estatistica

Estatisticas descritivas, normalidade, homocedasticidade, ANOVA, compara-
¢bes de médias incluindo t, F e Tukey foram feitos a 5% de significancia por
meio do método genérico, em plataforma R, mostrado na Figura 1.
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par (mfrow=c (1, 3))
ggnorm (dbcs$variavel); ggline (dbcSvariavel)

with (subset (dbc, trat=="T1"), { ggnorm(variavel); ggline(variavel) })

with (subset (dbc, trat=="T2"), { ggnorm(variavel); ggline(variavel) })

par (mfrow=c (1, 1)

ggnorm (scale (dbc$Svariavel), asp=1); ggline (scale (dbcSvariavel)

hist (scale(dbc$variavel), freg=FALSE

curve (dnorm(x), add=TRUE, col=2); lines(density(scale (dbc$variavel)), col=3)

shapiro.test (residuals (m0))
bartlett.test (residuals (m0) ~dbcS$Strat)
bartlett.test (residuals (m0) ~dbcS$Sbloco)
Stud <- with(dbc, LSD.test(variavel, trat,
group=FALSE,
DFerror=df.residual (m0),
MSerror=deviance (m0) /df.residual (m0))); Stud
Bon <- with(dbc, LSD.test(variavel, trat,
p.adj= "bon",
DFerror=df.residual (m0),
MSerror=deviance (m0) /df.residual (m0))); Bon
Tu <- with(dbc, HSD.test (variavel, trat,
DFerror=df.residual (m0),
MSerror=deviance (m0) /df.residual (m0))); Tu
Du <- with(dbc, duncan.test (variavel, trat,
DFerror=df.residual (m0),
MSerror=deviance (m0) /df.residual (m0))); Du
Sk <- SK(x=dbc, y=dbcS$variavel, model="variavel~bloco+trat", which="trat"
summary (Sk)

Figura 1. Script em R para analise de experimentos em casa de vegetagao, em DBC,
para estudos dos rendimentos dos tratamentos na protegcdo de mudas de videira
contra o mildio.

Resultados e Discussao

Os sintomas (e sinais) foliares tipicos do mildio foram evidenciados logo aos
quatro dias apds a inoculagao (DAI), nas videiras do controle negativo (Ctrl-).
Com o andamento dos 49 dias de avaliagdes experimentais, muitas folhas,
devido a severidade da doenga nos controles negativos, acabaram secando
por completo e se desprenderam do caule. Essas folhas decaidas continua-
ram a ser avaliadas com nota maxima. Folhas de plantas tratadas com as
suspensdes baseadas em Bacillus spp. permaneceram necrosadas ao longo
de todo o tratamento em estagios avangados. No entanto, sinais associados
ao patégeno (pulveruléncia na superficie inferior) foram reduzidos indicando
atraso no ciclo de parasitismo, além dessas plantas terem apresentado me-
nor perda de folhas (Figura 2).

Por meio do ensaio experimental proposto, foi observado controle parcial
do mildio em plantas pulverizadas com os produtos estudados. Nenhum
tratamento proporcionou a completa protecdo das plantas a inoculagéo
com Plasmopara viticola, ou protegdes ao nivel da atingida pelas parcelas
pulverizadas com calda bordalesa (CB0505) na quantificacdo do controle
da doencga (Figuras 3 e 4). Por exemplo, Bacillus subtilis na concentracao
de 2 mL/L administrado na copa proporcionou apenas 5,33% de protegao,
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Figura 2. Sintomas gerais, necrose e queda em folhas causados por Plasmopara viti-
cola, em plantas de videira (‘Cabernet Sauvignon’), 40 dias ap6s a primeira inoculagéo
(DAI). Respectivamente, da esquerda para direita: testemunha nao pulverizada (sem
tratamento protetor, Ctrl-), produto testado e parcela pulverizada com NA COPA com
calda bordalesa (CB0505, Ctrl+). A) Bacillus subtilis, 2 mL/L - NA COPA; B) Bacillus
subtilis, 1 mL/L - NA COPA; C) Bacillus subtilis, 2 mL/L - NO SUBSTRATO; D) Bacillus
subtilis “concentrado”, 125 mL/L - NO SUBSTRATO; E) Bacillus amyloliquefaciens, 2,5
g/L - NA COPA; F) Bacillus amyloliquefaciens, 5,0 g/L - NO SUBSTRATO.
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com AACPD de 1362,4, nao diferindo estatisticamente (P > 0,05) do controle
negativo (Ctrl-) (Figura 3).

Curiosamente, considerando o tratamento anterior, o B. subtilis com a meta-
de da dose, 1 mL/L pulverizado na copa, promoveu uma protegao um pouco
mais alta, de 26,42%, associada a um valor de AACPD de 1059 que, no
entanto, n&o diferiu significativamente do controle negativo (Ctrl-) (P > 0,05).
Menos do que uma variagao experimental, tal resposta pode ser atribuida a
hipétese de um possivel papel de indugédo de resisténcia (IR) impulsionada
pelo agente de controle bioldgico (BCA), sendo que o carater dose-resposta
associado a um indutor independe de altas concentracdes (Llorens et al.,
2017). Como observado, mesmo com a suspensao diluida tendo aumentado
o valor percentual de protegdo com relagdo ao tratamento concentrado de
B. subtilis pulverizado nas folhas, os niveis de protegao foram menores que
os conferidos pela calda bordalesa a meia forca (CB0505), a qual atingiu
97,65% de protecdo. O CB0505 foi considerado o controle positivo (Ctrl+) do
experimento (Figura 3).

Com relagao ao tratamento suspensao de B. subtilis ministrado diretamente
no solo, na dose 2 mL/L, foi verificada prote¢ao que atingiu 47,22%, com um
atraso significativo (P < 0,05) no progresso do mildio até 27 DAI. Este resultado
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Figura 3. Areas abaixo da curva de progresso do mildio (AACPD) em folhas de
videira ‘Cabernet Sauvignon’, em condigbes de casa de vegetacdo. Tratamentos
estdo especificados junto ao eixo horizontal. Médias seguidas por letras distintas sao
significativamente diferentes, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 4. Avaliacao do progresso do mildio e percentagem de protecéo (valores nas
caixas) em folhas de videira ‘Cabernet Sauvignon’, submetidas a diferentes agentes de
controle biolégico pulverizados na copa ou vertidos no substrato. Tratamentos e suas
vias de aplicacédo estao identificados nas legendas referentes ao grafico respectivo.
Asteriscos dentro de cada dia de avaliagdo representam valores diferentes entre
tratamento e Ctrl-, de acordo como teste t (Student) a um nivel de significancia de 5%.
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se destaca devido ao fato do tratamento com o mesmo BCA, vertido no solo,
e com maior concentragdo (125 mL/L), ndo ter promovido protecédo da planta
da videira contra o patégeno, uma vez que o indice de protecao observado foi
muito baixo, atingindo apenas 4,27% (Figura 3). Ou seja, aparentemente, um
possivel efeito sistémico atribuido ao BCA também parece estar dissociado a
diluigdo do mesmo, em termos de unidades formadoras de colénia (UFC) de
B. subtilis por mililitro. Além disso, a explicagdo para o atraso no progresso
de doenca se afasta da hipotese de acéo direta do BCA sobre o patégeno,
neste caso, uma vez que a inoculagdo do BCA no solo ndo promove contato
direto entre a bactéria e o oomiceto. Vale lembrar que a hip6tese do contato
direto vista em Cavalcanti et al. (2020) também foi investigada neste trabalho.
Assim, pesquisas para elucidar mecanismos de agdo sistémica associados a
aplicacdo de BCA em substratos de plantas de videira terdo de ser conduzidos
para explicar com exatiddo o efeito especifico de protecdo do B. subtilis
aplicado ao substrato.

Na literatura, o controle de mildio da videira associado a aplicagao de Bacillus
spp. vem sendo relatado nos ultimos anos. Furuya et al. (2011) obtiveram
resultados promissores apos utilizagdo de cepas de B. subtilis na redugao da
severidade dessa doenga em condi¢cdes de campo. Zhang et al. (2017) tam-
bém obtiveram resultados marcantes com dois Bacillus, GLB191 (B. subtilis)
e GLB197 (B. primus), em duas safras (2013 e 2014). Os autores sustentam
que o mecanismo do controle é impulsionado a partir da pré-aplicacédo do
BCA previamente a entrada da doenga, de modo a permitir que o Bacillus
possa colonizar os tecidos foliares e secretar compostos antibiéticos dire-
tamente nos sitios (foliares) do parasitismo, antes do ataque do patdégeno
(Zhang et al., 2017).

De fato, a qualidade da colonizagcdo € um fator essencial para interagao de
um BCA com patdégenos e a colonizagéo de Bacillus spp. no substrato, na
rizosfera e em tecidos radiculares tem sido investigada (Zhang et al., 2017).
Zhang et al. (2011) relataram o B. subtilis N11 capaz de colonizar de modo
eficaz rizosfera de bananeira, inclusive com penetragao na raiz. Ren et al.
(2013) conseguiram evidenciar que B. pumilus (cepa SX001) foi capaz de
colonizar tecidos internos de raizes de Populus (choupo, uma arvore tipica da
América do Norte), inclusive com observagao da migracao dos BCAs através
de caules e folhas. No entanto, ainda se considera que o controle biolégico
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do mildio da videira seja mais efetivo com a garantia da colonizacao de BCAs
em folhas, uma vez que o sitio de parasitismo do patégeno se localiza justa-
mente no tecido foliar do hospedeiro.

Com relacdo aos tratamentos baseados em Bacillus amyloliquefaciens, de
um modo geral foi evidenciado maior percentual de protegdo de ‘Cabernet
Sauvignon’ contra o mildio, em comparacgéo a B. subtilis. Ambos os veiculos
de aplicacdo, pulverizacdo na parte aérea e aplicagdo no solo, produziram
respostas de atraso no progresso de doenga (Figura 4). B. amyloliquefaciens
(2,5 g/L) pulverizado na copa das plantas promoveu 66,57% de controle do
mildio, o maior percentual de protegao evidenciado no presente estudo. Até
32 DAl foi verificado um significativo (P < 0,05) atraso no progresso do mildio
(Figura 3). A mesma suspenséao contendo B. amyloliquefaciens aplicada ao
solo, com o dobro da concentragdo (5,0 g/L), promoveu atraso nao signi-
ficativo, de acordo com o teste t de Student (P < 0,05). Mesmo assim, foi
considerado que o tratamento por adicdo de BCA no solo pdde promover
um nivel intermediario de protegdo das plantas (47,30%) contra P. viticola.
Como revisado por El-Sharkawy et al. (2018), um agente de controle bio-
I6gico pode possuir varios mecanismos para antagonismo ao patégeno, in-
cluindo competi¢ao por nutrientes e espaco no sitio de parasitismo, produgao
de compostos antifingicos e processos de hiperparasitismo. Adicionalmente,
BCA podem induzir resisténcia sistémica por enrijecimento celular (strengthe-
ning cell walls) e promover incrementos na fisiologia da planta, estimulando
a absorg¢ao, mobilizagdo e disponibilidade de nutrientes e hormdnios em pro-
cessos que vao desde a fixagao de nitrogénio até a biossintese de clorofila
(El-Sharkawy et al., 2018).

Comparativamente ao controle positivo (CB0505), apenas o tratamento B.
amyloliquefaciens (2,5 g/L), pulverizado na copa, promoveu controle da doen-
¢a num mesmo patamar estatistico, de acordo com o teste de Tukey (Figuras
3 e 4). Todos os demais tratamentos baseados em Bacillus spp. mostraram
performances abaixo da eficiéncia apresentada por CB0505. Isso, até certo
ponto, foi um resultado esperado, pois o cobre ainda é o elemento mais efeti-
vo nas diferentes estratégias de controle de P. viticola, em aplicagdes diretas
no dossel vegetativo (La Torre et al., 2018).

Fez parte do presente estudo um ensaio in vitro para avaliagao direta das
suspensdes baseadas em Bacillus contra estruturas do P, viticola, em termos
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de viabilidade de esporéngios e atividade de zodsporos. Por este ensaio, foi
evidenciado que apenas B. subtilis “concentrado” (125 mL/L) e Bacillus amy-
loliquefaciens (2,5 g/L) paralisaram a fun¢ao dos esporangios em langarem
zobsporos para o meio aquoso (Figura 5). Respectivamente, os valores de
A atingiram 80,88% e 90,87%, sem atividade de zodsporos verificada, apds
15 h de exposigéo aos produtos (Figura 6). Esses resultados indicam uma
acao de paralisagdo na viabilidade de zoosporangios de P. viticola e estao
equivalentes com os encontrados por Cavalcanti et al. (2020), em diferentes
concentragcdes. Mesmo com a confirmagao da inibicdo com a concentragao
de 125 mL/L, B. subtilis diluido 1 mL/L, ao contrario, surpreendentemente
pareceu ter estimulado a viabilidade de esporangios e a atividade de zodspo-
ros (Figura 6). Também, a despeito das inibi¢cdes verificadas in vitro por meio
do contato direto entre os BCA em estudo e estruturas do patégeno (espo-
rangios), tal mecanismo nao pode explicar o controle de mildio obtido pelos
tratamentos baseados em Bacillus que foram administrados no solo, uma vez
que 0s mesmos ndo entraram em contato direto com o inéculo do patdgeno,
nem com o tecido colonizado por ele, na folha de ‘Cabernet Sauvignon’.

Portanto, a elucidagao precisa do mecanismo do controle biolégico obtido
com inoculagao de Bacillus em substrato, para a protegao da videira contra o
mildio, permanece como meta de pesquisa subsequente ao presente estudo.

Consideracgdes Finais

a. Suspensodes baseadas em Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens,
quando pulverizadas em folhas, reduzem o progresso de mildio em condi-
cOes de casa de vegetagdo. Essas observagdes confirmam as obtidas por
Cavalcanti et al. (2020). No entanto, o nivel atingido pelo controle biolégico
promovido por esses agentes se apresenta abaixo do desempenho do cobre,
nas diferentes concentracdes avaliadas;

b. Suspensbes baseadas em Bacillus subtilis (2 mL/L) e Bacillus amylolique-
faciens (5,0 g/L), quando administradas no substrato, promovem redu¢des
no progresso de mildio em condigbes de casa de vegetagao. O mecanismo
exato desse controle biolégico ainda precisa ser investigado;
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Barra de referéncia
100 um

Figura 5. Esporangios de Plasmopara
viticola extraidos de pulveruléncias da
doenga, na superficie abaxial de folhas
de videira ‘Cabernet Sauvignon’, apés
exposicao das estruturas aos agentes
biolégicos durante 15 h, a partir de
uma suspensdo de 105 esporangios/
mL. Os tratamentos testados foram:
A) Bacillus subtilis, 2 mL/L; B) Bacillus
subtilis, 1 mL/L; C) Bacillus subtilis, 2
mL/L; D) Bacillus subtilis, 125 mL/L;
E) Bacillus amyloliquefaciens, 2,5 g/L.
Aumento de 400x em microscopio
optico. Barra de referéncia ~100 pm.
Seta vermelha indica esporangio
cheio (C), enquanto seta verde indica
esporangio vazio (V).
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c. Bacillus amyloliquefaciens (2,5 g/L) pulverizado na copa produz um con-
trole de mildio comparavel ao promovido pela calda bordalesa (CB0505). O
mecanismo parcial que justifica o desempenho desse BCA em contato direto
significativa (P < 0,05) da etapa de atividade de esporangios de P. viticola e
consequente interrupgéo no langamento de zodsporos, no ciclo de parasitis-
mo do patégeno.

100 1

90,87 A
80,88 A
80 A
60
S
oA
S
@ 40 4
o 30,63B *
20 4 14,38C*
0 T T T T
Ctrl- B. subtilis (2 mL/L) B. subtilis (1 mL/L) B. subtilis "conc." B. amyloliquefaciens
-2,63D ** (125 mL/L) (2,5g/L)

-20 -

Figura 6. Viabilidade de esporangios sadios (frescos) de P. viticola e do langamento
de zodsporos em meio aquoso, submetidos aos agentes de controle biolégico. Trata-
mentos estéo especificados junto ao eixo horizontal. Asteriscos indicam (***), altissima
atividade, (**) alta atividade e (*) baixa atividade de zodsporos apds 15 HAT.
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